
9. Maturazione dell'RNA (Parte 1) 

• Vari tipi di RNA 

• Contenuto RNA in cellule 

• RNA precursore e tipi di maturazione 

• Struttura del tRNA 

• Maturazione del tRNA 

• RNA ribosomale 

• Maturazione rRNA 

• Rìbosomi procarìotici ed eucariotici 

• Assemblaggio ribosoma nel nucleolo 

• RNA messaggero nei procarìoti 

• Concetto di cistrone 

• Maturazione mRN A eucanotico 

• Capping 

• Poliadenilazione 

• Funzione di Cap e poh- A 

• Degradazione mRNA e P-bodies 
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RNA codificante 
(4% del totale) 



RNA non codificante 
(96% del totale) 



{ 



pre-mRNA 
(hnRNA) 



pre-rRNA 



pre-tRNA 



snRNA 
snoRNA 
scRNA 
tmRNA 



si 



mRNA(2-5%) 



rRNA (80-90%) 



tRNA (10-20%) 



(miRNA e siRNA) 
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mRNA -> messaggero, da precursore, parte deirhn-RNA 

rRNA -> ribosomale, abbondante, 80% 
tRNA -> transfer, piccole molecole 

snRNA -> small nuclear RNA o U-RNA (ricchi uridina) 

snoRNA -> small nucleolar RNA -> intervengono nel processo di maturazione 
rRNA e nell'assemblaggio delle sunubità ribosomiali 



scRNA -> small cytoplasmic RNA 
(coinvolti in maturazione di altri RNA) 



Anche piccoli RNA coinvolti nella regolazione post-trascrizionale degli 
mRNA; noti come miRNA e siRNA (micro-RNA e silencing-RNA) 

tmRNA -> RNA transfer messaggero, tRNA legato ad mRNA 

presente in alcuni batteri con funzione di aggiungere breve peptide segnale a 
proteine misf olded per immediata degradazione 




mRNA -> messaggero, da precursore, parte deirhn-RNA 



rRNA -> ribosomale, abbondante, 80% 
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snoRNA -> small nucleolar RNA -> intervengono nel processo di maturazione 
rRNA e nell'assemblaggio delle sunubità ribosomiali 

scRNA -> small cytoplasmic RNA 
(coinvolti in maturazione di altri RNA) 

Anche piccoli RNA coinvolti nella regolazione post-trascrizionale degli 
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tmRNA -> RNA transfer messaggero, tRNA legato ad mRNA 

presente in alcuni batteri con funzione di aggiungere breve peptide segnale a 
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Quantità RNA. Bande RNA ribosomiale visibili 

Sovraccaricato, bande rRNA minori, e un po' di tRNA. Non si 
vede mRNA (circa 1-3% del totale dell' RNA) 



PROCARIOTI: 



RNA-polimerasi 



EUCARIOTI: 
RNA-polimerasi I 
RNA-polimerasi II 
RNA-polimerasi III 




rRNA, mRNA, tRNA 




RNA ribosomiale (rRNA5.8s, 18s, 28s) 
RNA messagero (mRNA) e snRNA 



RNA transfer (tRNA) e ribosomiale 5s 
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RNA sintetizzato da enzima che porta il nome di RNA 
polimerasi. 

DNA usato come stampo, sintetizza elica complementare di 
RNA utilizzando ribonucleotidi ATP, GTP, CTP, UTP 



Nei procarioti una sola RNA polimerasi si occupa della 
trascrizione di tutti gli RNA 

In eucarioti, RNA polimerasi specifiche per diversi tipi RNA 



RNA polimerasi II caratterizzata da produzione RNA modificati 
in 5' da reazione di capping; trascrive mRNA e snRNA 
(precursori miRNA e siRNA) 



modificazioni terminali, in eucarioti: cap in 5' e coda di poli-A in 3' 
splicing, ossia rimozione di introni 

RNA nucleari non ancora maturi formano la frazione degli hnRNA, RNA 
nucleare eterogeneo 

taglio, importanti per maturazione rRNA e tRNA sia nei procarioti che negli 
eucarioti 

modificazioni chimiche, in particolare in rRNA e tRNA: aggiunta di nuovi 
gruppi chimici e/o di specifici nucleotidi (riconoscimento tRNA, effetto 
wobble, ecc.) 




2D forma quadrifoglio, ma 3D forma ad L, con sito per aa sul 
braccio corto della L, e anticodone sull'estremità del braccio 
lungo della L 





tRNA, ognuno specifico per ciascuno dei 20 amminoacidi, ruolo 
nella sintesi proteica 



Punti importante: 

sito accettore amminoacido in 3', CCA 

sito riconoscimento messaggero (tripletta di basi) 



Basi modificate, che consentono riconoscimento a tRNA- 
aminoacil sintetasi. 
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modificazioni funzionali: basi tasformate mediante modificazioni 
covalenti 

eliminazione di parti eccedenti al sito terminale 3' accettore 
dell'amminoacido (CCA) 

parti in eccesso eliminate da ribonucleasi, dette: 

endonucleasi -> spezzano catena creando 5'-P e 3'-OH => P 
taglio netto, in 5' 

esempio, ribonucleasi P (ribozima) 

esonucleasi -> degrada estremità => D esonucleasi, degrada in 3' 
esempio ribonucleasi D 
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modificazioni funzionali: basi tasformate mediante modificazioni 
covalenti 

eliminazione di parti eccedenti al sito terminale 3' accettore 
dell'amminoacido (CCA) 
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endonucleasi -> spezzano catena creando 5'-P e 3'-OH => P 
taglio netto, in 5' 

esempio, ribonucleasi P (ribozima) 

esonucleasi -> degrada estremità => D esonucleasi, degrada in 3' 
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alcuni geni per i tRNA si trovano nei trascritti per gli rRNA (nei 
procarioti) 



altri sono presenti in forma singola oppure in gruppo 

i gruppi consistono in diverse copie di geni per lo stesso tRNA 
oppure per tRNA diversi 



ogni gruppo viene trascritto come singola molecola di pre-tRNA 
che viene poi processata per avere la forma matura 




ogni gruppo di geni per tRNA trascritto come singola molecola 
che viene poi processata per avere forma matura del tRNA dalla 
RNasiP 

RNasi P specifica per struttura tRNA, ed è costituita da enzima 
con RNA di 377 nt e proteina (ribozima) 

RNAsi P endonucleasi, taglia in 5' 

RNAsi D esonucleasi, degrada dal 3' fino a CCA 



sopraggiungono poi modificazioni chimiche di alcune basi 
specifiche e/o l'aggiunta di 1-3 nucleotidi per ripristinare la 
terminazione 3'-CCA, se manca 




ogni gruppo di geni per tRNA trascritto come singola molecola 
che viene poi processata per avere forma matura del tRNA dalla 
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con RNA di 377 nt e proteina (ribozima) 
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A: procarioti (E. Coli): Rnasi P endonucleasi taglia in 5', Rnasi D 
esonucleasi taglia in 3', attività esonucleasi degrada fino al CCA 



B: eucarioti: Rnasi P taglia in 5'; tRNA endonucleasi taglia in 3' 
Eventuale aggiunt CCA in 3' e possibile rimozione introne se 
presente 




ribosomi particelle contenenti RNA e proteine, formati da due 
subunità, dal diametro di circa 100-200 A (10 nm) => air incirca 
stesse dimensioni nucleosoma 

Sono le strutture deputate alla sintesi proteica (-> lezioni 
successive) 

RNA ribosomiale sintetizzato a livello del nucleolo 

cromatina ipersensibile, pochi nucleosomi 

in alcune specie, come uomo, cluster genici per rRNA sono 
presenti su cromosomi diversi, e quindi possono formare diversi 
nucleoli anche in funzione del tipo di cellula o di tessuto 



struttura tridimensionale degli RNA ribosomiali è molto 
complessa, si legano a proteine per formare ribosoma 

RNA rappresenta circa la metà della massa totale del ribosoma 

organismi diversi possono anche avere sequenze diverse di 
rRNA; è importante non la specifica sequenza primaria, ma la 
struttura secondaria, quindi le anse e le forcine formate 
dall'appaiamento fra le basi 

struttura secondaria e terziaria importante per maturazione, per 
aggregazione con proteine che formano il ribosoma 

analisi sequenza rRNA permette costruzione alberi evolutivi e 
quindi di studiare relazioni fra specie la cui storia evolutiva era 
dubbia 
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Procarioti hanno 3 diversi RNA ribosomiali, 5S, 16S e 23S (S sta 
per Svedberg, l'unità di misura della sedimentazione) 

più' alto è il valore di S e più rapidamente sedimentano, quindi 
più le molecole sono grosse, perché valore di sedimentazione è 
correlato alla massa della molecola 



associati a proteine formano due subunità, la maggiore (50 S) e 
la minore (30S) 
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eucarioti hanno 4 rRNA, ossia 5S, 8S, 18S e 28S 



18S costituisce subunità piccola 40S 



28S, 5.8S e 5S formano il 60S 



mosomi procanoti ed eucarioti 



5S RNA aggiuntivo in eucarioti 
23S => 28S 
5S => 5.8 S 
E 

16S => 18S 
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ibosomi procanoti ed eucanoti 



Ribosomi 



rRNA 



Proteine 



Batterico (70S) 
massa: 2,5 MDa 
RNA 66% 



50S 



23S = 2904 basi 31 
5S = 120 basi 



30S 16S = 1542 basi 21 



Di mammifero (80S) 
massa: 4,2 MDa 
RNA 60% 



28S = 4718 basi 
60S 5.8S = 160 basi 
5S = 120 basi 



40S 18S = 1874 basi 33 



5S RNA aggiuntivo in eucarioti 
23S => 28S 
5S => 5.8 S 
E 

16S => 18S 
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5S RNA aggiuntivo in eucarioti 
23S => 28S 
5S => 5.8 S 
E 

16S => 18S 




RNA non tradotti, come gli rRNA, derivano da un unico trascritto che viene 
processato e tagliato in maniera specifica, in maniera analoga a quanto visto 
per i tRNA 

Genoma coli contiene 7 unità trascrizionali per rRNA 

ogni unità di trascrizione origina una sola molecola di RNA che oltre alle 
sequenze per gli rRNA 16S, 23S e 5S, contiene anche spaziatori e geni per i 
tRNA 

Frammenti tagliati da RNasi III in zone in cui RNA si appaia, e sequenza 
rRNA resta in occhiello; nucleotidi eccedenti negli spaziatori sono tagliati 
via in seguito 

La maturazione comincia dopo il completamento della trascrizione, forse 
perché necessita della presenza di proteine ribosomiali 
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anche rRNA eucariotici trascritti in una singola unità da RNA polimerasi 
I; il 5S, trascritto da RNA polimerasi III (stessa dei tRNA) si trova 
localizzato altrove, in un gruppo di geni organizzati in tandem 

Perché tante unità trascrizionali per i geni ribosomiali? 

Mentre stesso mRNA può essere tradotto diverse volte e dare origine a 
diverse copie di una data proteina (quindi informazione portata da un 
solo gene viene amplificata a livello di trascrizione e traduzione), i tRNA e 
gli rRNA sono essi stessi parte della struttura finale, il transfer o il 
ribosoma, quindi necessarie più copie 

i trascritti non sono intermediari o messaggeri, ma essi stessi il prodotto 
genico finale 

unità replicative assicurano produzione in uguali quantità 
stechiometriche 



5S trascritto a parte. 
Cluster contiene 18, 5.8 e 28S 
Unico trascritto, poi maturato 
I Numeri indicano i siti di taglio 




Fenomeno massivo, possibile osservazione microscopio elettronico 




rRNA modificato mediante metilazione della posizione 2 del ribosio, 
mentre spaziatori vengono eliminati da attività di endo ed eso nucleasi; 
possibile anche metilazione di alcune basi 




snoRNA: small nucleolar RNA: intervengono nel processo di 
maturazione degli RNA ribosomali 



Eukaryotic ribosomes have four 
distinct rRNAs: 

- Three rRNAs in the large subunit 
(28S, 5.8S, 5S in humans); 

- One in the smatt (18S in humans) 
subunit 

- S value (or Svedberg unit) 

• 28S = -5000 nucleotides 

• 18S = -2000 nucleotides 

• 5 8S = -160 nucteotides 

• 5S = -120 nucleotiòes 

- RNA poi I transcribes ali but 5S 

- 5S is transcribed by RNA poi III 
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Produzione rRNA da luogo a formazione struttura ben visibile 
nel nucleo, chiamata nucleolo 

Assemblaggio ribosomi, costituiti rRNA e proteine, avviene nel 
nucleolo 

Subunita' complete, fuoriescono dal nucleo 



Produzione rRNA da luogo a formazione struttura ben visibile 
nel nucleo, chiamata nucleolo 

Assemblaggio ribosomi, costituiti rRNA e proteine, avviene nel 
nucleolo 




RNA messaggero 

Procarioti, trascrizione e traduzione avvengono simultaneamente 

Eucarioti, trascrizione nucleo, maturazione, trasporto, traduzione in 
citoplasma 
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RNA pohmerasi < 
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Messaggeri procarioti pronti o quasi per la trascrizione 



Traduzione generalmente comincia prima della fine della 
trascrizione 



spesso esistono più geni su una stessa molecola di RNA (unità 
trascrizionale poligenica o policistronica) 



trascrizione, traduzione e degradazione avvengono 
simultaneamente, quindi non ci sono ulteriori modifiche 
chimiche all'RNA messaggero dei procarioti 
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RNA messaggero procarioti 

RNA messaggero neosintetizzati, ricoperti da ribosomi subito 



Gli mRNA batterici sono multicistronici 



Il leader precede 
il codone di inizio 



La coda segue il codone 
di terminazione 



5' 



La distanza intercistronica 
varia da -1 a +40 basi 



Codificante 
Inizio | Stop 



Codificante 



Inizio I Stop 



J wwv / 




Multicistronico. Leader con sequenza posizionamento (Shine Dalgarno 
Box), gene, spaziatore, nuovo gene, ecc. 




Gene batterico non interrotto, spesso policistronico 
Gene eucariotico discontinuo, introni ed esoni 




mRNA procariotico ha PPP in 5' 

mRNA eucariotico viene modificato da aggiunta di un cappuccio 
in 5' 




mRNA procariotico direttamente disponibile per traduzione 
mRNA eucariotico necessita fase di maturazione 




RNA eucariotico non esiste mai in forma libera, ma subito dopo 
trascrizione daparte dell'RNA polimerasi II, si associa con 
proteine nucleari molto abbondanti 

si formano cosi gli hnRNP (particelle ribonucleoproteiche 
eterogenee) formate da proteine e da hnRNA (RNA nucleari 
eterogenei) 

Modificazioni intervengono immediatamente dopo la sintesi; ad 
esempio appena la RNA polimerasi II ha sintetizzato circa 25 nt 
di RNA, si ha aggiunta del capping in 5' 

Quindi subito dopo inizio sintesi, procarioti iniziano traduzione, 
eucarioti modificazione 

Differenza dovuta al fatto che i secondi hanno il nucleo e i primi 
no. Selezione RNA negli eucarioti avviene anche a livello di 
trasporto al di fuori del nucleo. 




Modifiche: cappuccio (CAP) in 5', coda di poli-A in 3', rimozione 
introni (splicing) 




Prima modificazione è capping in 5', che avviene non appena 
estremità 5' dell' RN A si rende disponibile (circa 25-30 nt) 

Consiste in aggiunta di guanosina in 5', ma in direzione 
contraria, quindi si crea un legame 5' -5' 

Il CAP viene aggiunto solo agli RNA trascritti dall' RN A 
polimerasi IL 

Enzima che sintetizza il CAP, Guanililtransferasi, è dimerico ed 
associato al C-terminale della RNA polimerasi II 

P in posizione beta trif osfato 5' attacca P in alfa del GTP 
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questa G viene poi modificata in posizione 7 per aggiunta di 
metile 



Donatore di gruppi metili è la S-adenosilmetionina; metile 
trasferito da specifiche metiltransferasi sulla guanosina o in 
posizione 2' del primo e del secondo ribosio 




questa G viene poi modificata in posizione 7 per aggiunta di 
metile 

Donatore di gruppi metili è la S-adenosilmetionina; metile 
trasferito da specifiche metiltransferasi sulla guanosina o in 
posizione 2' del primo e del secondo ribosio 




messaggero perde estremità 5' libera, che si lega invece a G in 
posizione inversa, e quindi all'ex 5' si trova invece una nuova 
estremità 3' 

Dettaglio aggiunta del CAP: 

Fosfoidrolasi rimuove P in gamma dal 5' RNA 

Guanililtransferasi aggiunge GTP in 5' con legame 5' -5' e libera 
PiP In totale restano 3 PP al sito di legame 

Mediazione in posizione 7 della G 

Si ha poi mediazione del ribosio in posizione 2 della prima e 
della seconda base. 

CAP permette distinziona del mRNA dagli RNA strutturali come 
tRNA e rRNA, ed interviene nel meccanismo di selezione e 
trasporto degli mRNA nel nucleo 

A seconda del tipo di mediazione, si hanno 3 tipi di capping 



Capping di tipo 0 




Capping di tipo 1 



Capping di tipo 2 



capping di tipo 0 presente in tutti gli elicanoti, anche quelli più primitivi. 
Mediazione guanosina 



seconda metilazione su 2'-OH del ribosio origina CAP di tipo 1; se A, può 
essere metilata in posizione 6; CAP di tipo 1 presente in tutti gli eucarioti 
multicellulari 



terza metilazione possibile al 2'-OH sul terzo nucleotide, e si origina CAP di 
tipo 2, non sempre presente in tutti gli organismi/ tipi di mRNA 



CAP presente in tutti gli RNA trascritti dalla RNA poi II, quindi sia gli 
mRNA egli snRNA (precursori miRNA e siRNA) 



CAP coinvolto nell'esportazione mRNA fuori dal nucleo e nel corretto inizio 
della traduzione 




capping di tipo 0 presente in tutti gli elicanoti, anche quelli più primitivi. 
Mediazione guanosina 

seconda metilazione su 2'-OH del ribosio origina CAP di tipo 1; se A, può 
essere metilata in posizione 6; CAP di tipo 1 presente in tutti gli eucarioti 
multicellulari 

terza metilazione possibile al 2'-OH sul terzo nucleotide, e si origina CAP di 
tipo 2, non sempre presente in tutti gli organismi/ tipi di mRNA 

CAP presente in tutti gli RNA trascritti dalla RNA poi II, quindi sia gli 
mRNA egli snRNA (precursori miRNA e siRNA) 

CAP coinvolto nell'esportazione mRNA fuori dal nucleo e nel corretto inizio 
della traduzione 
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: unzioni possibili/note del cap in 



- Prevenire la digestione dell'estremità 5' dell'mRNA 
da parte di esonucleasi 



- Favorire il trasporto dell'mRNA al di fuori del nucleo 

- Ruolo importante nell'inizio della traduzione 
dell'mRNA 



Poli-Ain 3': 250-300 nt 
Sequenza AAUAAA 
Taglio a 10-30 nt (CPSF) 



oli-adenilazione 




Altra modificazione è un aggiunta in 5' di una coda di A 



mRNA hanno coda in 3' di 250-300 a, detta poli-A 



poliadenilazione innescata da segnale specifico in 3', AAUAAA 



questa sequenza riconosciuta da un fattore di taglio CPSF 
(CLEAVAGE AND POLYADENYLATION SPECIFICITÀ 
FACTOR) che taglia RNA ad una distanza di 10-30 nt in 3' 
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enzima poli-A polimerasi si lega e aggiunge serie di A 

recentemente si è scoperta esistenza stretto legame tra 
trascrizione e poliadenilazione; poli A sarebbe parte finale del 
processo di trascrizione 

alcuni geni non sono poliadenilati, come gli mRNA per gli istoni; 
si chiamano pertanto RNA-poliA - 

Istoni proteine antiche: piccole subunità che si assemblano in 
nucleosoma, geni multipli, RNA messagero non ha il poliA 

scopo poliadenilazione non ancora definito con certezza: stabilità 
degli mRNA? Ruolo nella traduzione? 

Prima ipotesi improbabile (alcuni RNA stabili hanno corto 
poliA), seconda più probabile 
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sequenza consenso AAUAAA riconosciuta da endonucleasi che 
taglia in 3' rispetto al sito e crea estremità OH 

CPSF (cleavage and polyadenylation specificity factor) 

Complesso CPFS, CFII e CFI (cleavage factor) si forma in 3' 

CF tagliano e generano estremità 3' 

Arriva PAP (poliA polimerasi) 

estremità viene poliadenilata (circa 200 nt) 

dopo aggiunta di poliA, la coda si associa strettamente con una 
proteina di peso molecolare 78k (pag. 803 Rawn) 

Si chiama PBP (poliA binding protein) o PAB (poliA binding) 
Scopo poli-A: 

terminazione trascrizione 
inizio traduzione 
stabilità dell'mRNA 



oiiaaeniiazione e terminazione 



Il complesso 
CFI/II (cutting 
factor) genera 

l estremità 3 



CFII 





PAP si arresta dopo t 
raggiunta di • 200 A fJA 




Le proteine PABP 
(pohA bmding proteins) 
legano la coda di poliA 
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L'enzima PAP (poliA Bolimerasi) 
aggiunge residui di A ali estremità 3 
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CAP e poli-A intervengono nel trasporto mRNA fuori dal 
nucleo, circolarizzazione, inizio traduzione 



Complesso inizio traduzione, con eIF4 (E e G) si lega a PAB 
protein in 3', provocando circolarizzazione dell' mRNA 

Circolarizzazione rende più efficiente il processo traduzione. 
Ribosoma a fine mRNA si dissocia e si riassembla subito in 5' 




Foto microscopio elettronico e schema di mRNA coperto dai 
ribosomi. Detto anche polisoma 
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Inizio traduzione, fattori IF (Initiation factor) 

ComplessoeIF4F si lega a PABP, e promuove legame tRNA 
iniziatore (2 rosso) e eIF3 (3, giallo) 

eIF2 (2, rosso) interagisce con eIF3 (giallo), tRNA iniziatore e 
subunità piccola ribosoma 

eIF4G, 4A e 4E interagiscono con il 5' CAP dell'mRNA 

Notare PAPB legata allo stesso complesso, che determina 
// circolarizzazione ,/ dell'RNA messaggero 
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Importanza circolarizzazione mRNA dimostrato da effetto di alcuni virus 

PICORNAVIRUS: ad es., virus raffreddore (rhinovirus), epatite A, poliovirus 
Diversi meccanismi, tutti distruggono struttura circolare mRNA cellulari: 

1 - Proteasi virali degradano eIF4G 

2 - Fosf orilasi provocano distacco eIF4E attraverso 4E-BP 
4EBP defosforilata lega 4E staccandola da complesso inizio. 

3 - RNA circolarizzato, con PABP, complesso inizio, eIF4E che si lega a CAP in 
5'. Proteasi virale taglia PABP Coxakievirus e poliovirus tagliano anche la 
PABP (poli-A binding protein) distruggendo complesso di inizio traduzione 

RNA cellulari non possono essere tradotti 

Gli RNA virali invece hanno una struttura secondaria particolare (IRES, 
internai ribosome entry site) in 5', che, in assenza del CAP binding complex, 
permette la traduzione RNA virali 

Effetto finale: riduzione livello traduzione mRNA cellulari (non più circolari), 
maggiore efficienza traduzione mRNA virali 



Gastroenteriti infanto* 
Celiachia? 

NSP3 virala sostituisca 
PABP. alterando il cap 
binding proteei cam&ex 

NSP3 sh lega a elF4G 
vnpendendone 
mie/azione con PABP, 
bloccando la traduzione 
degli mRNAcettulan 



mRNA rota virus non 
hanno poli- A. non legano 
PABP; 

NSP3 virala sostituisce 
PABP. drcoftanzza 
mRNA virali, che 
vengono 
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ROTAVIRUS: 

Virus genoma segmenti dsRNA, provocano patologie 
gastrointestinali nei bambini, sopratutto paesi in via di sviluppo 

(Gruppo di ricerca di Verona ha scoperto che forse celiachia 
legata ad anticorpi contro proteine di questi virus) 



Rotavirus impedisce circolarizzazione RNA cellulari, inibedone 
traduzione. 

mRNA rotavirus non ha poli- A, ma proteina NSP3 che vi si lega, 
e sostituisce PABR 

Quindi RNA cellulari con poliA non possono essere tradotti 
(NSP3 si lega a eIF4G bloccando interazione con PABP) 

NSP3, legandosi a mRNA rotavirus, ne promuove 
circolarizzazione e traduzione 




Influenza virus: la proteina virale NS1 si lega al fattore CPSF4, 
impedendo la poliadenilazione degli mRNA cellulari 

Gli RNA virali non necessitano di questo fattore per la 
poliadenilazione, e possono così essere prodotti, maturati e 
trasportati nel nucleo 



Hijacking translation by viruses 



Mini-Review 



Hijacking the translation apparatus by RNA viruses 



Department of Mioobiology and 



L'aivrnity School of Medicine. Stanford. CA 94305 



i urupuux 



• http //db n/NDBOCu 13 Shart tM« I*» 



'A Corso Biologia Molecolare » Articoli corso 
B10I0 ..ecolare 



0. Zèp*to 
O'oIoq'-j Molecolare 




In eucarioti, 

Ibridazione fra RNA e DNA mostra zone non ibridate -> 
sequenze presenti nel DNA ma non nell'RNA 

Scoperta effettuata nel 1977 
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Ibridazione fra DNA ed RNA 

In eucarioti, Sequenza complementare ibrida, ansa DNA scalzata 




Scoperta introni da sequenza e da ibridazione che DNA contiene 
sequenze non presenti nel prodotto finale mRNA 



sempio: ovoalbumina di pollo 
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Notare collinearità fra dimensioni dei loop e analisi della 
sequenza 

Notare intero gene 7700 bp, ma gene senza introni, intorno ai 
1800. . . circa 1/4 esoni, 3/4 introni 
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Gene ovoalbumina a livello DNA quasi 8000 bp, a livello di 
RNA, dopo maturazione, solo 1800 bp. 




La rimozione degli introni segue un ordine preciso 

Comprensione eventi sequenziali non ancora totale, ma 
evidentemente esistono sistemi di controllo che fan si che non 
avvengano errori tipo taglio due introni con esone in mezzo, o 
introni non rimossi. 

Probabilmente controllo passa attraverso legame dell'hnRNA con 
specifiche proteine che proteggono o espongono certe specifiche 
sequenze 



Q- globina: rimozione introni 




Altro esempio, beta-globina e rimozione introni 




I geni della globina variano per la lunghezza degli introni ma hanno la stessa struttura 




Diverse globine 

Alfa e beta, e poi fra le beta, ci sono fetale, embrionale, e due 
diverse globine adulti, beta e gamma 

Stessa struttura. Differenza solo per lunghezza introni 



